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AA : アスコルビン酸 
TN : チアミン硝化物 
L-HPC : 低置換度ヒドロキシプロピルセルロース 
LOD : 乾燥減量 
PXRD : 粉末 X 線回折 
RH : 相対湿度 
CRH : 臨界相対湿度 
ERH : 平衡相対湿度 
Aw :  水分活性 
HPLC : 高速液体クロマトグラフィー 
UV : 紫外 
 
Granules sample name 
L0 : L-HPC 単独顆粒 
LA : AA:L-HPC の質量比が 1:8 の顆粒 
LT : TN:L-HPC の質量比が 1:8 の顆粒 
LAT : AA:TN:L-HPC の質量比が 1:1:8 の顆粒 
M0 : マンニトール単独顆粒 
MA : AA:マンニトールの質量比が 1:8 の顆粒 
MT : TN:マンニトールの質量比が 1:8 の顆粒 
MAT : AA:TN:マンニトールの質量比が 1:1:8 の顆粒 
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緒 言 
 
 医薬品の保存期間中の安定性は品質確保のうえで、有効性、安全性と共に
重要な課題である。固形製剤中の有効成分の安定性は、温度、水分、光、酸
素及び微量金属などの要因により影響を受けると考えられる。 
近年、環境負荷や残留溶媒の人体への影響を考慮し、溶媒として有機溶媒
を用いずに、精製水を用いた固形医薬品開発が求められている。一方、日本
における OTC(over the counter)医薬品の特徴は複数の有効成分を配合するこ
とである。しかし、水溶性有効成分が複数配合される固形製剤の製剤設計で
は、有効成分間で相互作用が存在する場合、製造時に添加される精製水や製
剤中の残存水分により、製造工程中や経年変化による有効成分の含量低下や
外観変化等の配合変化が生じる 1-2)可能性がある。この時、相互作用を有する
有効成分の接触を防止して配合変化を軽減することを目的にした顆粒分け法、
有核錠及び多層錠などの製剤的な工夫 3-4)が行われる。しかし、製造工程の複
雑化や製造コストの上昇、更に顆粒混合時の成分不均一性等の問題が発生す
る場合がある。 
 複数の有効成分を配合する固形製剤の製剤設計において、製造工程におけ
るハンドリング性向上のために顆粒を製することにより、有効成分の粉体特
性である均一性、流動性、充填性及び飛散性を改善することができる。密閉
容器内で有効成分と添加剤を攪拌しながら溶媒又は結合剤の溶液を加えて造
粒する湿式造粒に続いて、この湿潤塊をパンチングメタルなどの一定の孔径
から押出して成型する押出し造粒法は顆粒の一般的な製法である。この際、
製剤添加剤としてマンニトールの使用例が多い 5-6)。 
一方、低置換度ヒドロキシプロピルセルロース(L-HPC)は天然の木材から得
られる高純度パルプを出発原料として、プロピレンオキサイドを反応後、精
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製して得られるセルロースの低置換度ヒドロキシプロピルエーテルである。
粒子形状は微粉から繊維状のもので、JP 15 及び USP 31/NF 26 収載の医薬品
添加剤である。その粒子形状から、圧縮成型性に優れており、結晶セルロー
スのように乾式バインダーとしての機能 7-8)も有する。一方、その化学構造式
及び CAS ナンバーはヒドロキシプロピルセルロース(HPC)と同一(CAS 
No.9004-64-2)である。ヒドロキシプロポキシル基の置換箇所は 13C NMR スペ
クトル測定結果より、L-HPC は 6 位の OH 基のみに、HPC は 2、3、6 位の
OH 基に置換していることが報告 9)されている。従って、ヒドロキシプロポキ
シル基含量及びセルロース骨格を構成するブドウ糖 1 残基当たりの置換モル
数は HPC の 53.4～77.5%及び 2.0～4.2 に対して、L-HPC は 5.0～16.0%及び 0.11
～0.39 と少ないために、HPC は水やアルコールに可溶で結合剤溶液として使
用されるが、L-HPC は水やアルコールに不溶で吸水して膨潤する特性を有す
るため、主に崩壊剤として使用 10-13)される。この高い吸水能は精製水添加に
よる湿式造粒時の条件設定が容易である 14)。更に、押出し時にスクリーンへ
の抵抗が少ないことから、押出し造粒時に選択される添加剤の 1 つである 15)。 
 本研究において、配合変化の生じる有効成分に水膨潤性物質である L-HPC
を配合し、精製水による練合・造粒を行い、顆粒化をすることにより経時的
な成分安定性が向上することを見出した。 
そこで、著者は L-HPC 添加顆粒の密閉容器保存時における成分安定化機構
を明らかにするため、モデル薬物として水溶性薬物であるアスコルビン酸
(AA)及びチアミン硝化物(TN)を用いて、顆粒中の残存水分、安定性、及び薬
物の結晶状態の評価を行った。また、薬物同士を精製水で練合・乾燥し、得
られた粉末の結晶状態の評価を行った。更に、薬物の結晶性の違い、保存相対
湿度及び水分活性が、成分安定性に及ぼす影響についても検討した。 
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実 験 
(1) 試薬 
アスコルビン酸(AA)は BASF Japan 社製の 100 メッシュ(M)市販品を、チア
ミン硝化物(TN)は BASF Japan 社製の市販品をそれぞれ購入してそのまま使
用した。低置換度ヒドロキシプルピルセルロース(L-HPC)は信越化学社製の
LH-31 市販品を、マンニトールは東和化成社製の微粉タイプ市販品をそれぞ
れ購入してそのまま使用した。全ての試薬は JP 15 規格品である。 
構造式を Fig. 1 に示した。 
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Fig. 1  Chemical structures of (a) ascorbic acid (AA), (b) thiamine 
nitrate (TN), (c) D-mannitol and (d) Low substituted 
hydroxypropylcellulose (L-HPC). 
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(2) 試料調製法 
顆粒 
 Table 1 に示した処方に基づき、精製水を練合液として顆粒を製した。高速
攪拌造粒機・バーチカルグラニュレーター(パウレック社製 VG-10)を使用し
て、有効成分及び添加剤を容器内に投入後、メインブレード回転数 400 rpm、
チョッパーブレード回転数 2500 rpm にて 3 分間混合した。更に、所定量の精
製水を添加して、同一運転条件にて 3 分間練合した。続いて、練合物を孔径
0.8 mm φのスクリーンを設置した押出し造粒機・ツインドームグラン(フジパ
ウダル社製 TDG-80)を使用して、スクリュー回転数 80 rpm にて押出し造粒を
行った。更に、この顆粒を 60 ºC で 24 時間静置乾燥後、16 号及び 42 号篩を
用いて篩過を行い、粒子径が 355～1000 µm の顆粒を製した(Scheme 1)。 
 
Physical mixture 
 AA 25 g 及び TN 25 g をメカノミル(岡田精工社製 MM-10)内に投入し、3 分
間混合することにより、50 g の Physical mixture を調製した(Scheme 2)。 
 
Kneaded mixture 
 Physical mixture 10 g をメノウ乳鉢に入れ、0.5、1、3 及び 5 g の精製水を添
加後、3 分間練合した。その後、60 ºC で 24 時間静置乾燥後、16 号篩を通過
させて粉末化し、Kneaded mixture を調製した(Scheme 2)。 
 
Evaporated sample 
 AA 25 g 及び TN 25 g を 600 ml の精製水に溶解した。この溶液を水浴温度
60 ºC、減圧下にて溶媒留去した。更に、60 ºC にて 4 時間減圧乾燥後、16 号
篩を通過させて粉末化し、Evaporated sample を調製した(Scheme 2)。 
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Table 1  Formulations of L-HPC granules and D-mannitol granules 
L0 LA LT LAT
AA              0          100              0          100
TN              0              0          100          100
L-HPC          800          800          800          800
(Distilled watera))       (2400)       (2400)       (2400)       (2400)
Total(g)          800          900          900        1000
M0 MA MT MAT
AA              0          100              0          100
TN              0              0          100          100
D-Mannitol          800          800          800          800
(Distilled watera))         (100)         (100)         (100)         (100)
Total(g)          800          900          900        1000
D-Mannitol granules
L-HPC granules
a) Kneading liquid.  
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Scheme 1  Manufacturing process of L-HPC granules and D-mannitol 
granules. 
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･L-HPC 
･D-Mannitol 
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        + Distilled water (5, 10, 30, 50 %)          + Distilled water (1200 %) 
 
          
 
                                         
 
                                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Drying in 
vacuum 
Mixing Physical mixture 
Kneading Dissolving 
Evaporation 
Sieving 
Drying 
Sieving 
at 60ºC for 4 h 
at 60ºC 
16 mesh(1000 µm) pass 
at 60ºC for 24 h 
16 mesh(1000 µm) pass 
Kneaded mixture Evaporated sample 
Scheme 2  Preparation process of AA:TN physical mixture, kneaded 
mixture and evaporated sample. 
AA TN 
AA : TN = 1 : 1 (weight ratio) 
－ 10 － 
 
 (3) 測定方法 
顆粒水分測定 
顆粒を粉砕して粉末化した後、JP 15 一般試験法の乾燥減量(LOD)試験法(1 g, 
105 ºC, 2 時間) に準じて測定した。 
 
顆粒水分活性測定 
 顆粒の水分活性を以下に示す方法で測定を行った。 
＜装置＞ 
Chilled mirror dew point instrument (AquaLab 3 TE) デカゴン社製 
＜測定条件＞ 
測定温度 : 25, 30, 35 及び 40 ºC 
 
粉末 X 線回折(PXRD)測定 
 粉末試料をアルミニウムホルダーに充填し、表面を均一にして大気圧下、
室温で測定を行った。 
＜装置＞ 
X 線発生装置 : 理学電気製マルチフレックス型 
X 線菅球 : 東芝製 A-41-Cu 
回折装置 : 対称反射法 
X 線検出装置 : 理学電気製シンチレーションカウンター SC-70 
＜測定条件＞ 
Target  : Cu   Filter  : Ni 
Voltage  : 40 kv  Current  : 40 mA 
Scanning speed : 4º/min  Scanning angle : 3-40º 
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(4) 安定性試験方法 
密閉ガラス容器保存による試験 
 顆粒約 1 g を内容積が約 15 ml のガラス容器に精密に量り、金属キャップで
密閉して試料とした。その試料を 60 ºC の恒温装置で保存し、保存開始時、3
日後、7 日後及び 14 日後に AA 及び TN 含量を測定した。 
 
相対湿度の影響を検討する試験 
 AA と TN の質量比 1:1 の Physical mixture 又は Evaporated sample 約 1 g を
内容積が約 15 ml のガラス容器に精密に量り取って試料とした。次に、塩化
リチウム、塩化マグネシウム、臭化ナトリウムの飽和水溶液を調製し、各々
の塩の飽和水溶液をデシケータに入れて密閉した。このデシケータを 60 ºC
の恒温装置内に保管し、60 ºC におけるデシケータ内の相対湿度が 11% RH, 
29% RH 及び 50% RH となるように調整した。各々のデシケータ内に試料を開
放状態で静置して一定相対湿度下で保存し、保存開始時及び 7 日後に AA 及
び TN 含量を測定した。 
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(5) AA 及び TN の定量方法 
試料中の薬物の安定性は、安定性試験開始時の試料中の薬物含量及び一定
期間保存後の薬物含量を測定し、初期含量に対する残存率を算出して評価し
た。試料中の薬物である AA 及び TN の含量は HPLC 法により測定した。 
 
HPLC 試料溶液調製法 
 ①顆粒 
 顆粒約 1 g (AA 又は TN 約 100 mg に対応する量)を精密に量り、2% メタリ
ン酸溶液 70 ml を加え、20 分間超音波で処理した。更に 2% メタリン酸溶液
を加えて 100 ml とした。この溶液 5 ml を取り、移動相で 50 ml とした。この
液 5 ml を取り、2% メタリン酸溶液 1 ml、内部標準溶液 5 ml を加え、移動相
で 50 ml とした。この液を細孔径 0.45 μm のメンブランフィルターでろ過し、
ろ液を試料溶液とした(Scheme 3)。 
 
②Physical mixture 及び Evaporated sample 
Physical mixture 又は Evaporated sample 約 1 g(AA 又は TN 約 500 mg に対応
する量)を精密に量り、2% メタリン酸溶液 70 ml を加え溶解した後、更に 2% 
メタリン酸溶液を加えて 100 ml とした。この溶液 10 ml を取り、2% メタリ
ン酸溶液で 50 ml とした。この液 5 ml を取り、移動相で 50 ml とした。これ
以降の操作は顆粒の試料溶液の調製方法に準じて、Physical mixture 及び
Evaporated sample の試料溶液を調製した(Scheme 4)。 
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Granule (1 g) 
+ 70 ml of 2% metaphosphoric acid solution 
sonicated for 20 min 
+ 2% metaphosphoric acid solution 
 
100 ml 
(5 ml) 
+ mobile phase solution 
 
50 ml 
(5 ml) 
+ 1 ml of 2% metaphosphoric acid solution 
+ 5 ml internal standard solution 
+ mobile phase solution 
 
50 ml 
0.45 μm membrane filter 
 
filtrate (sample solution for HPLC ) 
 
Scheme 3  Sample preparation for HPLC analysis: Granule. 
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Physical mixture or evaporated sample (1 g) 
+ 70 ml of 2% metaphosphoric acid solution 
+ 2% metaphosphoric acid solution 
 
100 ml 
(10 ml) 
+ 2% metaphosphoric acid solution 
 
50 ml 
(5 ml) 
+ mobile phase solution 
 
50 ml 
(5 ml) 
+ 1 ml of 2% metaphosphoric acid solution 
+ 5 ml internal standard solution 
+ mobile phase solution 
 
50 ml 
0.45 μm membrane filter 
 
filtrate (sample solution for HPLC) 
 
 
 
Scheme 4  Sample preparation for HPLC analysis: Physical mixture 
and evaporated sample. 
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HPLC 条件 
＜測定条件＞ 
HPLC  : 日立製作所 L-7100 
測定波長 : UV 240 nm 
カラム  : 野村化学 Develosil C30-UG-5 
 (250 × 4.6 mm I.D., 5 µm particle size) 
カラム温度 : 40 ºC 
内標準液 : ピリドキシン塩酸塩の移動相溶液 (1 → 2000) 
移動相  : 6 mmoL/L 1-ペンタンスルホン酸ナトリウムの 
0.1% リン酸溶液 / アセトニトリル混液 (95:5) 
流速  : 1.0 ml/min 
注入量  : 20 µl 
 なお、システム適合性は JP 15 に準じて行った。 
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第 1 節 L-HPC 添加顆粒化による薬物安定化 
 
1-1 顆粒中の残存水分測定 
  
 Table 1 に示した顆粒処方に従い、精製水を練合液として高速攪拌造粒機に
よる練合後、押出し造粒を行い、60ºC で 24 時間乾燥して顆粒を製した。製
した各顆粒の残存水分は、試験条件が 1 g, 105 ºC, 2 時間の乾燥減量(Loss on 
drying : LOD)試験法で測定し、その LOD 値を Table 2 に示した。L-HPC 添加
(L0, LA, LT 及び LAT)顆粒の LOD 値は、配合薬物により大きな差は認められ
ず約 2 %であった。一方、マンニトール添加顆粒の LOD 値は、マンニトール
単独(M0)顆粒で 0.02 %、AA 配合(MA)顆粒で 0.04 %、TN 配合(MT)顆粒で
0.11 %となった。これらの顆粒と比較して、AA 及び TN を同時に配合した
(MAT)顆粒の LOD 値は 0.96 %と増加した。しかしながら、同一の有効成分を
配合した L-HPC 添加顆粒とマンニトール添加顆粒の LOD 値を比較すると、
明らかに L-HPC 添加顆粒の方が高い LOD 値であった。 
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Table 2 Loss on drying of L-HPC granules and D-mannitol granules 
Loss on drying (%)a)
 L-HPC granules L0 2.11 ± 0.14
LA 1.92 ± 0.09
LT 1.86 ± 0.12
LAT 1.96 ± 0.11
 D-Mannitol granules M0 0.02 ± 0.00
MA 0.04 ± 0.00
MT 0.11 ± 0.01
MAT 0.95 ± 0.10
a) Mean ± S.D. (n =3).
Sample
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1-2 密閉容器中での 2 成分配合顆粒中の薬物の安定性確認 
 
 次に、AA 及び TN を同時に配合した L-HPC 添加(LAT)顆粒及びマンニトー
ル添加(MAT)顆粒を 60 ºC にて密閉ガラス容器保存し、顆粒中の薬物の安定性
を確認した。Fig. 2 は、経時的な LAT 及び MAT 顆粒中の AA 及び TN の残存
率推移の結果を示した。顆粒中の経時的な AA 及び TN の残存率は、LOD 値
が低い MAT 顆粒と比較して LOD 値が高い LAT 顆粒の方が高かった。この安
定化傾向はAAで特に顕著で保存14日後の残存率はMAT 顆粒の57 %に対し、
LAT 顆粒では 89 %であり、L-HPC との顆粒化により安定性が向上したことが
確認された。 
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Fig. 2 AA and TN remaining % in granules stored at 60 ºC in closed 
glass bottle. Values are expressed as the mean ± S.D. (n=3), and error 
bars are in the symbols. ? : L-HPC (LAT) granules, ? : D-mannitol 
(MAT) granules. 
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1-3 密閉容器中での単一成分配合顆粒中の薬物の安定性確認 
 
 次に、密閉容器中での 2 成分配合顆粒中の薬物の安定性試験と同一方法に
より、AA 又は TN を配合した L-HPC 添加(LA, LT)顆粒及びマンニトール添加
(MA, MT)顆粒中の薬物の安定性を確認した。Fig. 3 は、経時的な LA, LT, MA
及び MT 顆粒中の AA 及び TN の残存率推移の結果を示した。顆粒中の経時
的な AA 及び TN の残存率は、全ての顆粒において高く、保存 14 日後の残存
率は 95%以上であった。 
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Fig. 3 AA and TN remaining % in single ingredient granules stored 
at 60 ºC in closed glass bottle.  Values are expressed as the mean ± 
S.D. (n=3), and error bars are in the symbols. ? : L-HPC (LA) 
granules, ? : D-mannitol (MA) granules, ? : L-HPC(LT) granules, 
? : D-mannitol (MT) granules. 
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1-4 顆粒中の薬物の結晶状態評価 
 
 調製した顆粒中の薬物の結晶状態を評価するため、粉末 X 線回折(PXRD)
測定を行った。Fig. 4 は、AA 及び TN を同時に配合した L-HPC 添加(LAT)顆
粒及びマンニトール添加(MAT)顆粒の顆粒化前後のPXRD測定結果を示した。
L-HPC を添加した LAT 顆粒では顆粒化前に観察された AA 及び TN 結晶由来
の X 線回折ピークが顆粒化後に消失した(Fig. 4b)。マンニトールを添加した
MAT 顆粒では顆粒化前に観察された AA 結晶由来の X 線回折ピークが顆粒
化後に消失し、TN 結晶由来の X 線回折ピーク強度は低下するものの残存し
ていた(Fig. 4d)。更に、マンニトール結晶由来の X 線回折ピーク強度も低下し
た。これらの結果から、LAT 顆粒中の AA 及び TN は非晶質状態で存在する
ことが示された。また、MAT 顆粒中の AA は非晶質状態で存在し、TN は多
くが非晶質状態であるが一部は結晶状態で存在するものと推察された。薬物
の安定性は薬物が同じ非晶質状態である場合、製剤中の残存水分が低いほど
安定である場合が多い 16-17)。しかし、LAT 及び MAT 顆粒中の AA の安定性は
残存水分が多い LAT 顆粒中の方が安定であった。 
Fig. 5 は、AA 又は TN を配合した L-HPC 添加(LA, LT)顆粒及びマンニトー
ル添加(MA MT)顆粒の PXRD 測定結果を示した。L-HPC を添加した LA 顆粒
では AA 結晶由来の X 線回折ピークが消失した(Fig. 5a)。LT 顆粒では TN 結
晶由来の X 線回折ピーク強度は低下するものの残存していた(Fig. 5b)。マンニ
トールを添加した MA 及び MT 顆粒では AA 及び TN 結晶由来の X 線回折ピ
ークが観察された(Fig. 5c, d)。これらの結果から、AA は L-HPC 顆粒中では非
晶質状態で存在し、マンニトール顆粒中では多くが結晶状態で存在すること
が示された。一方、TN は L-HPC 顆粒中では多くが非晶質状態で存在し、マ
ンニトール顆粒中では多くが結晶状態で存在することが示された。MAT 顆粒
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と比較して MA 顆粒の 60 ºC における密閉容器保存時の AA の安定性が向上
した要因として、AA が結晶状態で顆粒中に存在していること及び低い LOD 
(0.04 %)値によるものと推察された。 
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Fig. 4  Comparison of PXRD patterns before and after granulation : 
(a) before granulation of L-HPC (LAT) system, (b) L-HPC (LAT) 
granules, (c) before granulation of D-mannitol (MAT) system, (d) 
D-mannitol (MAT) granules. ?: AA, ? : TN, ? : D-mannitol. 
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Fig. 5 PXRD patterns of single ingredient granules : (a) L-HPC (LA) 
granules, (b) L-HPC (LT) granules, (c) D-mannitol (MA)  granules, 
(d) D-mannitol (MT) granules. ? : AA, ? : TN, ? : D-mannitol. 
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第 2 節 AA と TN 共存による結晶性の低下 
 
2-1 精製水添加量の結晶性への影響 
  
 AA と TN の共存による結晶性低下について、L-HPC 及びマンニトール無添
加の系で検討した。AA と TN の質量比 1:1 の Physical mixture の質量に対し、
精製水添加量を5%, 10%, 30%及び50%と変化させてKneaded mixtureを調製し
た。Physical mixture 及び精製水添加量が異なる Kneaded mixture の PXRD 測定
を行い、薬物の結晶性を比較検討した。Fig. 6 に、Physical mixture 及び Kneaded 
mixture の PXRD 測定結果を示した。精製水添加量の増加に従い、AA 及び TN
結晶由来の X 線回折ピーク強度は低下した。これらの結果から、L-HPC 及び
マンニトールが無添加の場合でも、AA と TN の質量比 1:1 である Physical 
mixture の質量に対して 30%以上の精製水を添加後、練合、乾燥を行うことに
より AA 及び TN の結晶性が低下することが示された(Fig. 6d, e)。 
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24 h. Amount of kneading water used : (a) 0% (= physical mixture), 
(b) 5%, (c) 10%, (d) 30%, (e) 50%. ? : AA, ? : TN. 
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2-2 Evaporated sample の結晶性評価 
 
次に、Kneaded mixture 調製時より多くの精製水を添加して、AA と TN の
質量比 1:1 の Physical mixture を完全溶解させた後、溶媒留去法及び減圧乾燥
法により Evaporated sample を調製した。Physical mixture 及び Evaporated 
sample の PXRD 測定を行い、薬物の結晶状態を確認した。Fig. 7 に、Physical 
mixture 及び Kneaded mixture の PXRD 測定結果を示した。Evaporated sample
では、Physical mixture で観察された AA 及び TN 結晶由来の X 線回折ピーク
が消失し (Fig. 7b)、完全に非晶質状態であることが示された。AA と TN の
質量比 1:1 の薬物のみで調製した練合・乾燥物では調製方法により結晶状態
が異なることが明らかとなった。 
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Fig. 7 PXRD patterns of physical mixture and evaporated sample : 
(a) physical mixture, (b) evaporated sample. ? : AA, ? : TN. 
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第 3 節 薬物の結晶性及び相対湿度が安定性に及ぼす影響の検討 
 
 3-1 薬物の結晶性及び保存相対湿度が安定性に及ぼす影響 
 
 60 ºCで相対湿度 (RH) が 11% RH, 29% RH及び 50% RH の雰囲気下にAA
と TN の質量比 1:1 の Physical mixture 及び Evaporated sample を開放状態で保
存して安定性試験を行い、薬物の結晶性及び保存相対湿度が安定性に及ぼす
影響を検討した。Fig. 8に、保存 7日後の Physical mixture及びEvaporated sample 
中の AA 及び TN の残存率を示した。Physical mixture 中の AA 及び TN の残存
率は保存相対湿度の影響を受けず、60ºC 11% RH, 29% RH 及び 50% RH で保
存 7 日後の AA 及び TN の残存率はいずれもほぼ 100%であった。しかし、
Evaporated sample 中の AA 及び TN の残存率は保存相対湿度の影響を受け、
相対湿度の増加により残存率は低下した。相対湿度の増加に伴う薬物残存率
の低下傾向は TN より AA の方が大きく、60ºC 11% RH, 29% RH 及び 50% RH
で保存 7 日後の AA の残存率は、各々96%, 82%及び 72%であった。これらの
結果から、60ºC で 11% RH～50% RH 保存における AA 及び TN の安定性は薬
物の結晶状態により異なり、結晶状態の方が非晶質状態より安定であること
が示された。更に、非晶質状態の場合には保存相対湿度の増加により AA 及
び TN は不安定化し、その不安定化傾向は AA の方が大きいことが示された。 
Physical mixture 中の AA 及び TN は結晶状態であり、37 ºC における臨界相
対湿度(Critical relative humidity : CRH)は 79% RH である 18)。保存条件の 60 ºC 
50% RH は CRH 以下であり、AA 及び TN への水分吸着量が少ないために安
定であったと考えられた。 
 一方、AA 及び TN が非晶質状態である Evaporated sample は、一定相対湿度
下のデシケータ内で保存することにより、Evaporated sample 中の水分[平衡相
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対湿度 (Equilibrium relative humidity : ERH)]は保存相対湿度と平衡状態に達す
るまで水分を吸湿したために、AA 及び TN は不安定化したものと推察した 19)。
更に、保存相対湿度の増加によって薬物の不安定化が増大することから、AA
及び TN が非晶質状態である場合、製剤中の ERH が増加することによって
AA 及び TN の不安定化は増大するものと考えられた。 
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Fig. 8 Effect of storage RH and preparation method on remaining % 
of AA and TN after storage at 60 ºC for 7 days. Values are expressed 
as the mean ± S.D. (n=3), and error bars are in the symbols. ? : 
Physical mixture, ? : evaporated sample. 
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3-2 2 成分配合顆粒の水分活性値比較 
 
次に、顆粒中の AA が非晶質状態で存在する AA 及び TN の 2 成分を同時に
配合した L-HPC 添加(LAT)顆粒及びマンニトール添加(MAT)顆粒の水分活性
(Aw)値を測定して比較した。測定温度は 25, 30, 35 及び 40 ºC で行った。 
水分活性値は製剤中の水分[平衡相対湿度 (Equilibrium relative humidity : 
ERH)]を示し、安定性を評価するパラメータの 1 つとして、次式で表される 
20-21)。 
 
水分活性(Aw)値= 製剤中の水の蒸気圧(Psub) / 純水の蒸気圧(PH2O)  
= 平衡相対湿度(ERH) / 100 
 
Fig. 9 に、試料の水分活性値の測定方法を示した。ある水分量を持つ試料を
密閉空間に入れて温度を一定に保つと、密閉空間内の雰囲気と試料間で水分
(自由水)の吸脱着が行われ、最終的に密閉空間内の雰囲気と試料は平衡状態に
達する。この時の密閉空間の雰囲気の相対湿度(ERH)を測定して、試料中の平
衡相対湿度(ERH)である水分活性(Aw)を算出する。 
Fig. 10 に、各測定温度における LAT 顆粒及び MAT 顆粒の水分活性値を示
した。いずれの顆粒も測定温度の上昇に従って水分活性値は低下した。各測
定温度における LAT 顆粒と MAT 顆粒の水分活性値を比較すると、全ての測
定温度で LAT 顆粒の方が MAT 顆粒より低い値を示した。更に、測定温度が
60 ºC における水分活性値も LAT 顆粒の方が低い値であると推定された。こ
れら結果から、AA 及び TN を同時に配合したマンニトール添加(MAT)顆粒と
比較して L-HPC 添加(LAT)顆粒の 60 ºC における密閉容器保存時の AA の安定
性が向上した要因として、LAT 顆粒の低い水分活性値が影響したためと考え
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られた。L-HPC 添加(LAT)顆粒が低い水分活性値を示したのは、L-HPC が非
晶質領域を多く有するため、水分の多くが非晶質領域に結合水として存在し
たためであると推察された 22-24)。 
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Aw = Psub / PH2O = ERH / 100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
; Water activity 
; Vapor pressure of water due to the substance  
; Vapor pressure of pure water  
; Equilibrium relative humidity 
Aw 
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Fig. 9 Measurement method of water activity. 
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Fig. 10 Water activity of L-HPC (LAT) granules and D-mannitol 
(MAT) granules. Values are expressed as the mean ± S.D. (n=3). ? : 
L-HPC (LAT) granules, ? : D-mannitol (MAT) granules.  
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3-3 2 成分配合顆粒中の水分分布 
 
L-HPC 又はマンニトールを用いて練合・造粒して製した顆粒中の AA の結
晶状態は共に非晶質状態であった。更に、顆粒の LOD 値はマンニトール添加
(MAT)より L-HPC 添加(LAT)顆粒の方が高いにもかかわらず AA の安定性は
LAT 顆粒中の方が高かった。これは、LAT 顆粒と MAT 顆粒中での水の存在
状態が異なるためであるとも考えられた。Table 2 のマンニトール添加顆粒の
M0, MA, MT 及び MAT 顆粒の LOD 値を比較すると、MAT 顆粒の LOD 値が
他の顆粒と比較して高い値を示すことから、MAT 顆粒中の水分の大部分は
AA 及び TN 周辺に存在するものと推察された。続いて、MAT 顆粒における
AA 及び TN 周辺に存在する水分量を Table 2 に示した M0 及び MAT 顆粒の
LOD 値をもとに算出した。MAT 顆粒中に存在するマンニトールの割合は 80%
である。MAT 顆粒が保持する水分から M0 顆粒が保持している水分量を差し
引いた値をもとに、AA 及び TN 周辺に存在する水分の割合(WtMAT)を薬物
(AA:TN = 1:1) 1 g あたりに換算して求めた。MAT 顆粒の LOD 値を LODMAT、
M0 顆粒の LOD 値を LODM0 とすると、WtMATは式 1 で表される。 
 
WtMAT = (LODMAT – LODM0×80/100) ×100/20・・・式 1 
 
同様に L-HPC 添加顆粒の L0 顆粒の LOD 値を LODL0、LAT 顆粒の LOD 値を
LODLATとすると、LAT顆粒中のAA及びTN周辺に存在する水分の割合(WtLAT)
は式 2 で表される。 
 
WtLAT = (LODLAT – LODL0×80/100) × 100/20・・・式 2 
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計算の結果から、WtMATは 4.67 %、WtLATは 1.36 %となり、AA の安定性が高
い LAT 顆粒の方が薬物周辺に存在する水分が 3 倍以上少なく、AA の高い安
定性に寄与するものと考えられた。 
L-HPC は水不溶性のセルロース誘導体の崩壊剤であり、添加剤自身の約 7
倍の吸水性を有する。一方、マンニトールは水溶性で結晶性の添加剤である。
この L-HPC が有する吸水能により AA 及び TN 周辺に存在する水分が低下し
たものと考えられた。 
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第 4 節 結論 
 
AA 及び TN(質量比 1:1)を同時に配合して L-HPC 又はマンニトールを添加
し、精製水を練合液として、練合・押出し造粒を行って LAT 及び MAT 顆粒
を製した。PXRD 測定結果から、いずれの顆粒中においても AA は非晶質状
態で存在した。乾燥減量試験(1 g, 105 ºC, 2 時間)結果から、顆粒の LOD 値は
LAT 顆粒の方が高いにもかかわらず、60 ºC で 密閉容器保存時の顆粒中の AA
の安定性はL-HPC添加(LAT)顆粒中において顕著な安定化傾向が認められた。 
AA の結晶性は TN 及び精製水を添加して練合又は溶解し、乾燥することに
よって低下した。この AA の結晶性の変化は、精製水添加量の増加に従って
結晶性が低下する傾向は増加した。AA と TN の質量比 1:1 の薬物の安定性は
結晶性及び保存相対湿度により影響を受けることが認められた。60 ºC 11% 
RH～50% RH 保存時の薬物は非晶質状態より結晶状態の方が安定であり、非
晶質状態の場合には保存相対湿度の上昇により不安定化した。次に、60 ºC で
密閉容器保存時に AA の安定性が異なった LAT 及び MAT 顆粒の 25, 30, 35 及
び 40 ºC における水分活性値を測定した。全ての測定温度における水分活性値
は AA の安定化傾向が認められた LAT 顆粒の方が低い値を示し、60 ºC にお
ける水分活性値も LAT 顆粒の方が低い値であると推定された。L-HPC 添加
(LAT)顆粒が低い水分活性値を示したのは、L-HPC が非晶質領域を多く有する
ため、水分の多くが非晶質領域に結合水として存在したためであると推察さ
れた。更に、添加剤のみの(L0 又は M0)顆粒と AA 及び TN を同時に配合した
(LAT 又は MAT)顆粒の LOD 値から、LAT 及び MAT 顆粒中の AA 及び TN 周
辺に存在する水分量を算出した。算出された顆粒中の AA 及び TN 周辺に存
在する水分量は AA の安定化傾向が認められた LAT 顆粒の方が MAT 顆粒よ
り 3 倍以上少なかった。これは L-HPC が有する吸水能により AA 及び TN 周
－ 40 － 
 
辺に存在する水分が低下したためと考えられた。 
これらの結果から、AA 及び TN に L-HPC を添加して製した顆粒の密閉容
器保存時の AA の安定化には、AA 及び TN 周辺に存在する水分量の低下及び
得られた顆粒の水分活性値が低いことが寄与していると推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
－ 41 － 
 
参考文献 
 
1. K. A. Connors, G. L. Amidon, V. J. Stella, Chemical Stability of 
Pharmaceuticals, 115-134. Wiley, New York (1986) 
 
2. J. T. Carstensen, Drug Stability, 3rd ed., 192-208. Marcel Dekker, New York, 
(2000) 
 
3. 竹内洋文 他, 医薬品製剤化方略と新技術, シーエムシー出版(東京), 
2007, pp. 25-28 
 
4. 宮嶋孝一郎 他, 医薬品の開発 第 15 巻, 廣川書店(東京), 1989, pp. 
182-190 
 
5. M. Thommes, P. Kleinebudde, Use of kappa-carrageenan as alternative 
pelletisation aid to microcrystalline cellulose in extrusion/spheronisation. I. 
Influence of type and fraction of filler, Eur. J. Pharm. Biopharm., 63, 59-67 
(2006) 
 
6. K. Thoma, I. Ziegler, Investigations on the influence of the type of extruder for 
pelletization by extrusion-spheronization. I. Extrusion behavior of formulations, 
Drug Dev. Ind. Pharm., 24, 401-411 (1998) 
 
7. P. D. Martino, L. Malaj, R. Censi, S. Martelli, E. Joiris, C. Barthélémy,  The 
role of several l-HPCs in preventing tablet capping during direct compression of 
－ 42 － 
 
metronidazole, Drug Dev. Ind. Pharm., 33, 1308-1317 (2007) 
 
8. C. Alvarez-Lorenzo, J. L. Gómez-Amoza, R. Martínez-Pacheco, C. Souto, A. 
Concheiro,  Evaluation of low-substituted hydroxypropylcelluloses (L-HPCs) 
as filler-binders for direct compression, Int. J. Pharm., 197, 107-116 (2000) 
 
9. C. Alvarez-Lorenzo, R. A. Lorenzo-Ferreira, J. L. Gómez-Amoza, R. 
Martínez-Pacheco, C. Souto, A. Concheiro, A comparison of gas–liquid 
chromatography, NMR spectroscopy and Raman spectroscopy for determination 
of the substituent content of general non-ionic cellulose ethers, J. Pharm. 
Biomed. Anal., 20, 373-383 (1999) 
 
10. N. Tanaka, K. Imai, K. Okimoto, S. Ueda, Y. Tokunaga, A. Ohike, R. Ibuki, K. 
Higaki, T. Kimura, Development of novel sustained-release system, 
disintegration-controlled matrix tablet (DCMT) with solid dispersion granules of 
nilvadipine, J. Control Release, 108, 386-395 (2005) 
 
11. H. Takeuchi, S. Nagira, S. Tanimura, H. Yamamoto, Y. Kawashima, Tabletting of 
solid dispersion particles consisting of indomethacin and porous silica particles, 
Chem. Pharm. Bull., 53, 487-491 (2005) 
 
12. T. Shimizu, M. Sugaya, Y. Nakano, D. Izutsu, Y. Mizukami, K. Okochi, T. 
Tabata, N. Hamaguchi, Y. Igari, Formulation study for lansoprazole 
fast-disintegrating tablet. III. Design of rapidly disintegrating tablets, Chem. 
Pharm. Bull., 51, 1121-1127 (2003) 
－ 43 － 
 
13. Y. Kawashima, H. Takeuchi, T. Hino, T. Niwa, T. L. Lin, F. Sekigawa, K. 
Kawahara, Low-substituted hydroxypropylcellulose as a sustained-drug release 
matrix base or disintegrant depending on its particle size and loading in 
formulation, Pharm. Res., 10, 351-355, (1993) 
 
14. P. Kleinebudde, Application of low substituted hydroxypropylcellulose (L-HPC) 
in the production of pellets using extrusion/spheronization, Int. J. Pharm., 96, 
119-128 (1993) 
 
15. H. Kanbe, T. Hayashi, Y. Onuki, T. Sonobe, Manufacture of fine spherical 
granules by an extrusion/spheronization method, Int. J. Pharm., 337, 56-62 
(2007) 
 
16. Y. Ikeda, J. Ban, T. Ishikawa, S. Hashiguchi, S. Urayama, H. Horibe, Stability 
and stabilization studies of TAK-599 (ceftaroline fosamil), a novel n-phosphono 
type prodrug of anti-methicillin resistant staphylococcus aureus cephalosporin 
T-91825, Chem. Pharm. Bull., 56, 1406-1411 (2008) 
 
17. A. Terakita, H. Matsunaga, T. Handa, The influence of water on the stability of 
lyophilized formulations with inositol and mannitol as excipients, Chem. Pharm. 
Bull., 57, 459-463 (2009) 
 
18. 山本隆一 , 配合変化の基礎と実際 1. 散剤の吸湿と変化 , 薬剤学 , 23, 
197-199 (1963) 
 
－ 44 － 
 
19. N. Kaneniwa, M. Otsuka, The interaction between water and cephalexin in the 
crystalline and noncrystalline states, Chem. Pharm. Bull., 32, 4551-4559 (1984) 
 
20. D. R. Heidemann, P. J. Jarosz, Preformulation studies involving moisture uptake 
in solid dosage forms, Pharm. Res., 8, 292-297 (1991) 
 
21. A. N. Hiatt, M. G. Ferruzzi, L. S. Taylor, L. J. Mauer, Impact of deliquescence 
on the chemical stability of vitamins B1, B6, and C in powder blends, J. Agric. 
Food Chem., 56, 6471-6479 (2008) 
 
22. C. Alvarez-Lorenzo, J. L. Gómez-Amoza, R. Martínez-Pacheco, C. Souto, A. 
Concheiro, Interactions between hydroxypropylcelluloses and vapour/liquid 
water, Eur. J. Pharm. Biopharm., 50, 307-318 (2000) 
 
23. M. Kiyose, E. Yamamoto, C. Yamane, T. Midorikawa, T. Takahashi, Structure 
and properties of low-substituted hydroxypropylcellulose films and fibers 
regenerated from aqueous sodium hydroxide solution, Polymer J., 39, 703-711 
(2007) 
 
24. Shin-Etsu Chemical Co. Ltd., General brochure ‘L-HPC’, pp. 8-9 (2008) 
 
 
 
 
 
－ 45 － 
 
結 語 
 
 複数の有効成分を配合する OTC 医薬品などの固形製剤開発において、製剤
中の含量均一性、残留溶媒による健康被害や環境負荷及び製造コストの観点
から、精製水を用いた高速攪拌造粒法によって 1 つの顆粒中に全有効成分を
配合することが望まれる。しかしながら、有効成分間に相互作用が存在する
場合、1 顆粒法による製剤化は配合変化等の問題により回避される可能性が高
い。本研究では、AA:TN:L-HPC 又はマンニトールを質量比 1:1:8 で製した押
出し顆粒による、密閉容器保存時の薬物の安定化について確認した。次に、
顆粒中の薬物の結晶状態を検討した。更に、薬物の結晶性の違い、保存相対
湿度及び水分活性が成分安定性に及ぼす影響についても検討した。 
 L-HPC を用いた顆粒は LOD 値が高いにもかかわらず、60 ºC で密閉容器保
存時の AA を安定化させた。顆粒中の AA は非晶質状態で存在した。薬物の
みで調製した試料(AA:TN の質量比 1:1)は、薬物の結晶性の違い及び保存相対
湿度が安定性に影響し、60 ºC 11% RH～50% RH保存時の AAの安定性は結晶
状態より非晶質状態の方が不安定であり、非晶質状態の場合には保存相対湿度
の上昇により不安定化した。更に、AA 及び TN を同時に配合した顆粒の水分
活性値は L-HPC 添加顆粒の方がマンニトール添加顆粒より低い値を示した。
これは、L-HPC が非晶質領域を多く有するため、水分の多くが非晶質領域に
結合水として存在したためであると推察された。一方、添加剤のみの顆粒と
AA 及び TN を同時に配合した顆粒の LOD 値から、AA 及び TN を同時に配合
した顆粒中の AA 及び TN 周辺に存在する水分を算出したところ、L-HPC 添
加顆粒の方が 3 倍以上少なかった。これは、L-HPC の吸水能によるものと考
えられた。 
 これまでに、L-HPC による薬物の安定化に関する研究はあまりなされてい
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ない。本研究での L-HPC を用いた顆粒化による薬物の安定化は複数の有効成
分を有する配合剤の製造方法として興味深い結果であるとともに、他の配合
不適の有効成分の組み合わせなどへの応用も期待できると考えられる。また、
顆粒剤だけでなく錠剤などへの応用も期待される。 
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ABSTRACT  
 
The stability of drugs in extruded granules prepared with low substituted 
hydroxypropylcellulose (L-HPC) and water was investigated using ascorbic acid (AA) and 
thiamine nitrate (TN) as model drugs. D-mannitol was used as the control additive for a 
comparison with L-HPC. The percentage of AA remaining after storage at 60 °C for 14 days 
in a closed glass bottle was 57% in D-mannitol granules and 89% in L-HPC granules, showing 
higher stability of AA in L-HPC granules. On powder X-ray diffraction measurement, AA in 
L-HPC and D-mannitol granules was in an amorphous state. The loss on drying (LOD) (1 g, 
105 °C, 2 h) of the granules containing both AA and TN was higher in L-HPC granules 
(1.96%). The moisture content around AA and TN in granules was calculated. The contents 
were 1.36 and 4.67% in L-HPC and D-mannitol granules, respectively. Furthermore, the water 
activities at 25–40 °C were measured in L-HPC and D-mannitol granules, being lower in 
L-HPC granules at all measurement temperatures. These findings suggested that the superior 
storage stability of AA in granules prepared with L-HPC was due to L-HPC-induced 
reduction of the moisture content around AA and TN and water activity of the granules.  
 
Keywords:  
Extruded granules; Low substituted hydroxypropylcellulose; Water activity; Ascorbic acid; 
Thiamine nitrate 
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1. Introduction 
 
The development of drug preparations using water as a solvent without organic 
solvents in the production step has recently become necessary to reduce loads on the 
environment; however, for solid preparations containing multiple water-soluble drugs in 
which active ingredients interact, water added during manufacturing and residual moisture 
cause problems, such as reducing the active ingredient contents and changing the appearance 
during the manufacturing process and with time [1,2]. To reduce these incompatibilities, 
granules are prepared, but granule preparations cause other problems, such as increasing the 
complexity of the manufacturing process, cost, and decreasing the uniformity of ingredients 
while mixing granules.  
Extrusion granulation is a common granule preparation method, and mannitol is 
frequently employed as an additive [3,4]. Low substituted hydroxypropylcellulose (L-HPC) is 
also selected for extrusion granulation because it has marked water absorbability, and the 
setting conditions for granulation with water are straightforward [5]. Furthermore, it shows 
the reduction of the extrusion pressure at the screen [6].  
We discovered that the stability of ingredients could be prolonged by combining the 
active ingredients which cause incompatibility with a substance swelled with water, L-HPC, 
followed by kneading and granulation. To clarify the ingredient-stabilizing mechanism in 
L-HPC-combined granules during storage in a closed container, using water-soluble ascorbic 
acid (AA) and thiamine nitrate (TN) as model drugs, we prepared granules and evaluated their 
residual moisture content, the stability, and crystalline states of the drugs. We also kneaded 
the drugs with water, dried them, and evaluated the crystalline state of the prepared power. In 
addition, the influences of differences in the crystallinity of the drugs, relative storage 
humidity, and water activity on the stability of the ingredients were investigated. 
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2. Experimental 
 
2.1. Materials 
 
Ascorbic acid (AA) and thiamine nitrate (TN) were purchased from BASF Japan. 
Low substituted hydroxypropylcellulose LH-31 (L-HPC) and D-mannitol were purchased 
from Shin-Etsu Chemical Co., Ltd. (Japan) and Towakasei Co., Ltd. (Japan), respectively. All 
sample powders were of JP XV grade, and were used without further purification. Other 
reagents were commercially available special grade products. 
 
2.2. Preparation of samples 
2.2.1. Granules 
 
The formulation of granules is presented in Table 1. Distilled water was used as the 
kneading liquid. The vertical granulator, VG-10 (Powrex Corp., Japan) was used for the 
mixing and granulation process with a fixed chopper blade rotational speed (2500 rpm) and 
main blade rotational speed (400 rpm). Initially, the powders were mixed in the VG-10 for 3 
min. After the addition of kneading liquid to the powder mass, kneading was carried out for 3 
min. The kneaded mass was subjected to extrusion with an extruder (TDG-80; Fuji Paudal, 
Japan) with a screen pore size of 0.8 mm φ and a fixed screw rotational speed (80 rpm). The 
granules were then dried at 60 ºC for 24 h. They were sieved with 16 mesh and 42 mesh 
sieves to obtain granules of 355–1000 μm.   
 
2.2.2. Physical mixture 
 
The physical mixture (50 g) was prepared by blending AA and TN at the weight ratio 
of 1 : 1 (AA : TN) in a Mechanomill (MM-10; Okada Seiko Co., Ltd., Japan) for 3 min. 
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2.2.3. Kneaded mixture 
 
The physical mixture (10 g) was mixed with 0.5, 1, 3, or 5 g distilled water in an 
agate mortar. Kneading was carried out for 3 min. The kneaded mixture was then dried at 60 
ºC for 24 h and pulverized to pass through a 16 mesh sieve. 
 
2.2.4. Evaporated sample 
 
AA (25 g) and TN (25 g) were dissolved in 600 ml distilled water. The solution was 
evaporated under a vacuum using a water bath at 60 ºC. The solid mass was dried in a vacuum 
drier at 60 ºC for 4 h and then pulverized to pass through a 16 mesh sieve. 
 
2.3. Evaluation of samples 
2.3.1. Loss on drying (LOD) test 
 
The moisture contents of granules were measured by the LOD test, which was 
performed according to JP XV. One gram of sample was dried at 105 ºC for 2 h. 
 
2.3.2. Water activity measurement 
 
The water activity of granule samples was measured in a chilled mirror dew point 
instrument (AquaLab 3 TE; Decagon Devices, Inc., WA) from 25 to 40 ºC. 
 
2.3.3. Powder X-ray diffraction (PXRD) measurement 
 
The PXRD patterns of samples were determined using a diffractometer (MultiFlex; 
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Rigaku Corp., Japan) with Ni-filtered Cu Kα radiation at 40 mA and 40 kV. Each sample was 
packed into an aluminum holder, and scanned with a diffraction angle from 3 to 40 °. 
Scanning speed and step size were 4 °/min and 0.020 º, respectively. 
 
2.4. Storage test 
2.4.1. Closed glass bottle method 
 
One gram of granules was placed in a 15 ml glass bottle. The bottles were closed 
with metal caps. Each sample was stored in chambers at 60 ºC for 3, 7 and 14 days. 
 
2.4.2. Influence of relative humidity 
 
One gram of the physical mixture and evaporated sample was placed in a 15ml glass 
bottle. Relative humidity (RH)-controlled environmental chambers at 60 ºC were prepared 
using saturated aqueous salt solutions: lithium chloride (11% RH), magnesium chloride (29% 
RH) and sodium bromide (50% RH). Each sample was stored in constant RH chambers at 60 
ºC for 7 days. 
 
2.5. Quantitative determination of AA and TN 
2.5.1. Sample preparation for HPLC analysis 
 
One gram of the granules sample (the amount corresponding to 100 mg AA and TN 
each) was added to 70 ml of 2% metaphosphoric acid solution and sonicated for 20 min. 
Metaphosphoric acid solution (2 %) was added to the solution to make exactly 100 ml. Five 
milliliters of this solution was diluted with mobile phase solution to make exactly 50 ml. 
Furthermore, 5 ml of the above solution, 1 ml of 2% metaphosphoric acid solution, and 5 ml 
internal standard solution were mixed, and then the mobile phase solution was added to make 
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exactly 50 ml. After filtration of this solution through a 0.45 μm membrane filter, the filtrate 
was used as the granules sample solution for HPLC. 
One gram of the physical mixture and evaporated sample (the amount corresponding 
to 500 mg of AA and TN each) were added to 70 ml of 2% metaphosphoric acid solution and 
dissolved. Metaphosphoric acid solution (2 %) was added to the solution to make exactly 100 
ml. Ten milliliters of this solution was diluted with metaphosphoric acid solution (2 %) to 
make exactly 50 ml. Five milliliters of this solution was diluted with mobile phase solution to 
make exactly 50 ml, proceed in the same manner as the granules sample solution, and used as 
the physical mixture and evaporated sample solution for HPLC. 
 
2.5.2. HPLC conditions 
 
HPLC was used to determine AA and TN contents in granules, the physical mixture 
and the evaporated sample. The HPLC system consisted of a dual-piston pump (model 
L-7100), a diode array detector (model L-7455), an interface (model D-7000), a column oven 
(model L-7300), and an auto sampler (model L-7200), all from HITACHI (Japan). The 
analytical column was Develosil C30-UG-5 (250×4.6 mm I.D., 5 μm particle size; Nomura 
Chemical Co., Ltd. Japan). The mobile phase composition was 5 : 95 (v/v) acetonitrile and 6 
mM 1-pentanesulfonic acid sodium salt in 0.1% phosphoric acid aqueous solution. The flow 
rate was 1.0 ml/min, column temperature was maintained at 40 ºC, injection volume was 20 μl, 
and AA and TN were detected at 240 nm. Internal standard solution was 0.05% pyridoxine 
hydrochloride mobile phase solution. 
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3. Results and Discussion  
 
3.1. Loss on drying and stability tests of granules 
 
Following the formulations shown in Table 1, granules were prepared by extrusion 
granulation after kneading with water using a wet high shear granulator, and the prepared 
granules were dried at 60 °C for 24 hours. Table 2 shows the LOD of the granules. The LOD 
of L-HPC granules did not markedly change even in the combined drug (about 2%). In 
contrast, the LOD of D-mannitol granules was 0.02% in the absence of drugs (M0), 0.04% in 
those containing AA (MA), and 0.11% in those containing TN (MT). The LOD was increased 
to 0.96% in granules simultaneously combined with AA and TN (MAT).  
Figure 1 shows changes in the percentage of AA and TN remaining in L-HPC (LAT) 
and D-mannitol (MAT) granules containing both AA and TN, during storage in a closed glass 
bottle at 60 °C, and Figure 2 shows those in granules containing AA or TN (LA, LT, MA, and 
MT granules). The percentage of AA and TN remaining were higher in LAT granules with a 
higher LOD than in MAT granules with a lower LOD. This stabilizing tendency was marked 
in AA, and the percentage of remaining after storage for 14 days was 57% in MAT granules, 
but 89% in LAT granules, showing that granulation with L-HPC increased stability. In 
contrast, the time-course percentage of AA and TN remaining were high in all LA, LT, MA, 
and MT granules, and the percentage after 14-day storage was 95% or greater (Fig. 2).  
 
3.2. Crystalline states of drugs in granules 
 
To evaluate the molecular state of drugs in granule preparations, powder X-ray 
diffraction (PXRD) was employed. Figure 3 shows the PXRD measurement patterns of LAT 
and MAT granules before and after granulation. In LAT granules of the L-HPC system, the 
AA and TN crystal-derived X-ray diffraction peaks noted previously disappeared after 
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granulation (Fig. 3B). In MAT granules of the D-mannitol system, AA crystal-derived peaks 
noted previously disappeared after granulation, but TN crystal-derived peaks remained, 
although the intensity decreased (Fig. 3D). Furthermore, the intensity of D-mannitol 
crystal-derived peaks was also decreased. These findings suggested that AA and TN were in 
an amorphous state in LAT granules, and AA was amorphous, while TN was mostly 
amorphous, but partially crystalline in MAT granules. When drugs are in the same amorphous 
state, generally, their stability increases as the residual moisture content of the preparation 
decreases [7,8]; however, AA was more stable in LAT granules containing more moisture than 
in MAT granules.  
Figure 4 shows the results of PXRD measurement of granules containing AA or TN 
(LA, LT, MA, and MT granules). In LA granules of the L-HPC system, AA crystal-derived 
X-ray diffraction peaks disappeared (Fig. 4A). In LT granules, TN crystal-derived X-ray 
diffraction peaks remained, although the intensity decreased (Fig. 4B). In MA and MT 
granules of the D-mannitol system, AA and TN crystal-derived X-ray diffraction peaks were 
observed (Fig. 4C,D). These findings suggested that AA was in an amorphous state in L-HPC 
granules, whereas it was mostly crystalline state in D-mannitol granules. In contrast, TN was 
mostly amorphous state in L-HPC granules, but mostly crystalline state in D-mannitol 
granules. The increased AA stability of MA granules in storage at 60 °C in a closed glass 
bottle compared to that of MAT granules may have been due to the existence of AA as crystals 
in the granules and low LOD (0.04%).  
The reduction of crystallinity of AA and TN due to their coexistence was investigated 
using granules not combined with L-HPC or D-mannitol. Kneaded mixtures were prepared 
with a physical mixture of AA : TN = 1 : 1 and the addition of water at 5, 10, 30, and 50% of 
the mass. Figure 5 shows the results of PXRD measurements of the kneaded mixtures. The 
intensities of AA and TN crystal-derived X-ray diffraction peaks decreased as the volume of 
water increased. These findings suggested that kneading and drying following the addition of 
30% or more of water to the mixture of AA : TN = 1 : 1 decreased the crystallinity of AA and 
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TN even in the absence of L-HPC and D-mannitol (Fig. 5C,D). In contrast, in the evaporated 
sample shown in Figure 6, the AA and TN crystal-derived X-ray diffraction peaks noted in the 
physical mixture disappeared (Fig. 6B), showing that AA and TN were completely amorphous 
state. It was clarified that the crystalline state of kneaded and dried preparations containing 
the drugs alone varies depending on the preparation method.  
 
3.3. Effect of relative humidity on AA and TN stability 
 
The influences of relative humidity on the stability of AA and TN were investigated. 
Figure 7 shows the percentage of AA and TN remaining in the physical mixture and 
evaporated sample after the open storage at 60 °C under a relative humidity (RH) of 11, 29, 
and 50% for 7 days. The percentages of AA and TN remaining in the physical mixture were 
not affected by the storage RH: nearly 100% after storage under 11, 29, and 50% RH at 60 °C 
for 7 days. In contrast, the percentages of remaining were affected in the evaporated sample 
by the storage RH; the percentage of remaining decreased as the RH increased. The 
percentage of AA remaining was more markedly decreased by the RH increase compared to 
that of TN: The percentage of AA remaining after 7-day storage was 96, 82, and 72% under 
11, 29, and 50% RH at 60 °C, respectively. These findings clarified that the stability of AA 
and TN in storage at 60 °C and 11–50% RH varies depending on the crystalline state, and the 
drugs are more stable in a crystalline than in an amorphous state. It was also clarified that the 
percentage of remaining amorphous AA and TN were decreased by an increase in the storage 
RH. The drugs were present as crystal state in the AA : TN = 1 : 1 physical mixture, and the 
critical RH (CRH) was 79% (37 °C) [9]. Since the storage conditions of 60 °C/50% RH is 
lower than the CRH, the stability may have been due to low-level water adsorption. In 
contrast, AA and TN in the evaporated sample were amorphous state, in which an increase in 
the free moisture content due to water absorption decreased the percentage of remaining [10].  
Figure 8 shows water activity of LAT and MAT granules, in which AA was 
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amorphous state, measured at 25, 30, 35, and 40 °C. The water activity represents the free 
water in the preparation, presented by the following equation as a parameter to evaluate the 
stability of drugs [11,12].  
Water activity (Aw) = Vapor pressure of water due to the substance (Psub)/vapor pressure of 
pure water (PH2O) = Equilibrium relative humidity (ERH)/100 
 
The water activity of LAT and MAT granules decreased as the measurement 
temperature rose, and the level was lower in LAT than in MAT granules at all temperatures. 
The water activity of LAT granules at 60 °C is also expected to be lower in MAT granules. 
These findings suggested that the low water activity of LAT granules affected the increased 
stability of AA in LAT granules stored in a closed glass bottle at 60 °C compared to that in 
MAT granules. The low water activity of LAT granules may have been due to the presence of 
many amorphous regions in L-HPC, in which most of the moisture was present as amorphous 
region-bound water, reducing the ratio of free water [13,14,15]. 
The crystalline state of AA was amorphous in both granules prepared with L-HPC 
and D-mannitol by kneading and granulation, AA was more stable in L-HPC granules despite 
the LOD value being higher. This may have been due to differences in the state of water 
existence between L-HPC and D-mannitol granules. On comparison of the LOD among M0, 
MA, MT, and MAT granules in Table 2, the LOD was higher in MAT than in other granules, 
suggesting that most moisture in MAT granules was present around AA and TN. The moisture 
contents around AA and TN in granules were calculated from the LOD shown in Table 2. The 
percentage of the additive in MAT granules was 80%. Based on the value obtained by 
subtracting the moisture content retained in M0 from that of MAT granules, the ratio of water 
content (WtMAT) present around AA and TN per 1 g drug (AA and TN) was calculated. 
Designating the LOD of MAT and M0 granules as LODMAT and LODM0, respectively, WtMAT 
is presented as Eq. (1): 
WtMAT = (LODMAT – LODM0 × 80/100) ×100/20                                  (1) 
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Similarly, designating the LOD of LAT and L0 granules as LODLAT and LODL0, 
respectively, WtLAT is presented as Eq. (2):  
WtLAT = (LODLAT – LODL0 × 80/100) × 100/20                                   (2) 
 
The WtMAT was 4.67% and WtLAT was 1.36%, showing that the moisture content 
around AA was 3 times lower in LAT granules, in which AA was more stable, suggesting the 
contribution of the low moisture content to the high-level stability of AA. L-HPC is a 
disintegrant of water-insoluble cellulose derivative, and it absorbs water at a rate of about 7 
times the additive weight [15]. D-mannitol is a water-soluble crystalline additive. The water 
absorbability of L-HPC may have reduced the moisture content around AA and TN.  
The stability of AA and TN decreased as the RH rose in the evaporated sample in 
which the drugs were amorphous state, suggesting that RH affects AA stability in L-HPC and 
D-mannitol granules. Generally, drugs are stabilized when the water activity is low. On 
comparison of the water activity between L-HPC and D-mannitol granules, the level was 
lower in L-HPC granules, suggesting its contribution to increased AA stability. 
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4. Conclusion 
 
When granules containing AA and TN were prepared with L-HPC and D-mannitol by 
kneading and granulation, AA in the granules was in an amorphous state. AA was markedly 
stable in L-HPC granules during storage at 60 °C in a closed container despite the LOD being 
higher in these granules. AA was in an amorphous state in the granules. When the moisture 
contents around AA and TN in the granules were calculated from the LOD of granules 
consisting of the additives alone and containing the drugs, the moisture contents were greater 
in D-mannitol granules. In addition, the water activity was lower of L-HPC granules.  
These findings suggested that the reduced moisture contents around AA and TN and 
the water activity of the granules contributed to stabilization of the granules prepared by 
adding L-HPC to AA and TN.   
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Figure Captions 
 
Fig. 1. AA and TN remaining % in granules stored at 60 ºC in closed glass bottle. ? : 
L-HPC (LAT) granules, ? : D-mannitol (MAT) granules. Values are expressed as the mean ± 
S.D. (n=3), and error bars are in the symbols. 
 
Fig. 2. AA and TN remaining % in single ingredient granules stored at 60 ºC in closed glass 
bottle. ? : L-HPC (LA) granules, ? : D-mannitol (MA) granules, ? : L-HPC(LT) granules, 
? : D-mannitol (MT) granules. Values are expressed as the mean ± S.D. (n=3), and error bars 
are in the symbols. 
 
Fig. 3. Comparison of PXRD patterns before and after granulation : (A) before granulation 
of L-HPC (LAT) system, (B) L-HPC (LAT) granules, (C) before granulation of D-mannitol 
(MAT) system, (D) D-mannitol (MAT) granules. ?: AA, ? : TN, ? : D-mannitol. 
 
Fig. 4. PXRD patterns of single ingredient granules : (A) L-HPC (LA) granules, (B) L-HPC 
(LT) granules, (C) D-mannitol (MA) granules, (D) D-mannitol (MT) granules. ? : AA, ? : 
TN, ? : D-mannitol. 
 
Fig. 5. PXRD patterns of kneaded mixture after drying at 60 ºC for 24 h. Amount of 
kneading water used : (A) 5%, (B) 10%, (C) 30%, (D) 50%. ? : AA, ? : TN. 
 
Fig. 6. PXRD patterns of physical mixture and evaporated sample : (A) physical mixture, (B) 
evaporated sample. ? : AA, ? : TN. 
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Fig. 7. Effect of storage RH and preparation method on remaining % of AA and TN after 
storage at 60 ºC for 7 days. ? : Physical mixture, ? : evaporated sample. Values are 
expressed as the mean ± S.D. (n=3), and error bars are in the symbols. 
 
Fig. 8. Water activity of L-HPC (LAT) granules and D-mannitol (MAT) granules. ? : 
L-HPC (LAT) granules, ? : D-mannitol (MAT) granules. Values are expressed as the mean ± 
S.D. (n=3). 
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Table  1.
Formulations of  L-HPC granules and D-mannitol granules.
L0 LA LT LAT M0 MA MT MAT
Ascorbic acid 0 100 0 100 0 100 0 100
Thiamine nitrate 0 0 100 100 0 0 100 100
L-HPC 800 800 800 800 0 0 0 0
D-Mannitol 0 0 0 0 800 800 800 800
(Distilled watera)) (2400) (2400) (2400) (2400) (100) (100) (100) (100)
Total(g) 800 900 900 1000 800 900 900 1000
D-Mannitol granulesL-HPC granules
a) Kneading liquid.  
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Table  2.
Loss on drying of  L-HPC granules and D-mannitol granules.
Loss on drying (%)a)
 L-HPC granules L0 2.11 ± 0.14
LA 1.92 ± 0.09
LT 1.86 ± 0.12
LAT 1.96 ± 0.11
 D-Mannitol granules M0 0.02 ± 0.00
MA 0.04 ± 0.00
MT 0.11 ± 0.01
MAT 0.95 ± 0.10
a) Mean ± S.D. (n =3).
Sample
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
－ 69 － 
 
0
20
40
60
80
100
0 5 10 15
0
20
40
60
80
100
0 5 10 15
Fig. 1. AA and TN remaining % in granules stored at 60 ºC in closed glass bottle. ? :
L-HPC (LAT) granules, ? : D-mannitol (MAT) granules. Values are expressed as the
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Fig. 2. AA and TN remaining % in single ingredient granules stored at 60 ºC in closed
glass bottle. ? : L-HPC (LA) granules, ? : D-mannitol (MA) granules, ? : L-HPC(LT)
granules, ? : D-mannitol (MT) granules. Values are expressed as the mean ± S.D. (n=3),
and error bars are in the symbols.  
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Fig. 3. Comparison of PXRD patterns before and after granulation : (A) before granulation
of L-HPC (LAT) system, (B) L-HPC (LAT) granules, (C) before granulation of D-mannitol
(MAT) system, (D) D-mannitol (MAT) granules. ?: AA,? : TN, ? : D-mannitol.  
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Fig. 4. PXRD patterns of single ingredient granules : (A) L-HPC (LA) granules, (B) L-HPC
(LT) granules, (C) D-mannitol (MA) granules, (D) D-mannitol (MT) granules. ? : AA, ? :
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Fig. 5. PXRD patterns of kneaded mixture after drying at 60 ºC for 24 h. Amount of
kneading water used : (A) 5%, (B) 10%, (C) 30%, (D) 50%. ? : AA,? : TN.  
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Fig. 6. PXRD patterns of physical mixture and evaporated sample : (A) physical mixture,
(B) evaporated sample. ? : AA,? : TN.  
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Fig. 7. Effect of storage RH and preparation method on remaining % of AA and TN after
storage at 60 ºC for 7 days. ? : Physical mixture, ? : evaporated sample. Values are
expressed as the mean ± S.D. (n=3), and error bars are in the symbols.  
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Fig. 8. Water activity of L-HPC (LAT) granules and D-mannitol (MAT) granules. ? :
L-HPC (LAT) granules, ? : D-mannitol (MAT) granules. Values are expressed as the
mean ± S.D. (n=3).  
